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Substrate Km Kcat κm Kcat κm κcat
（mM） （min－1） （mM） （min　り （mM） （minヨ）
UpG
CpG
UpA
CpA
UpU
CpU
UpC
CpC
0．151
0．166
0．170
0．190
0．560
0．190
0．350
0．210
8，960
3，610
　45
　32
310
　73
　18
　5．2
0．126
0．166
0．250
0．195
0．780
0．230
0．180
0．150
8，750
2，940
　48
　35
　158
　39
　17
　3、8
0．158
0．165
0．200
0．195
0．780
0．170
0．350
0．510
9，670
5，850
　39
　35
155
　51
　7．2
　5．8
acSBL，　Rαηαcα’¢sbθ乞αηα　sialiC　acid　binding　lectin；jSBL，　Rαηαゴαρo励cα　sialic　aCid　binding　lectin；cRNase，1～αηα
cα’θsbε‘αηαliver　RNase．
アーゼとしての毒性も観察されている．onconase単独
よりも，他の抗癌剤との併用による相乗効果が認めら
れ，現在tamoxifenとの併用により，第III相の臨床試
験が行われている24｝．
　カエルリボヌクレアーゼの酵素活性は，耐熱性酵素で
あるということ以外にも，Table　1に示したように，特
に第二の塩基認識部位であるB2　siteの効果が他と異な
るという特徴があり22），立体構造上，RNase　Aとはかな
りの相違があることが予想された．最近になって，ウシ
ガエル卵由来のリボヌクレアーゼの立体構造が，X線結
晶解析25）とNMR26｝で明らかになったが，　B2　site部分
に十分な空間がないことが認あられる．
　4種のリボヌクレアーゼは，互いに一次構造上の相同
性も高く，酵素化学的性質も類似しているにもかかわら
ず，肝臓由来酵素には細胞成長阻害作用がないことは，
類似した酵素の発現部位に応じた生理活性作用という面
でも興味深いことである．さらに詳細な諸性質にっいて
は，成書2U並びに総説25）に記されている．
3．ウシガエル卵由来リボヌクレアーゼ（レクチン，
　　cSBLと略す）の2量体形成反応
　前述したように抗腫瘍作用を有するリボヌクレアーゼ
の内，ウシ精嚢リボヌクレアーゼは2量体となっている
ことで抗腫瘍作用があることが分かっている．そこで，
既にいくっかのリボヌクレアーゼでは2量体化の研究
が報告されている．本稿では，既に抗腫瘍作用があるカ
エルリボヌクレアーゼにっいて2量体を作成した場合←
に，効果がどうなるかを検討した結果を記述する．
　3－1．他のリボヌクレアーゼの2量体化
　現在までに，ウシ膵臓RNase　A，ヒト分泌型リボヌク
レアーゼについて，2量体化の研究がいくつか報告され
ている．大別すると，（1）酢酸溶解後の凍結乾燥により，
分子間架橋を含まないswapping　dimerの形成27128｝，（2）
リジン残基の化学的架橋反応によって2量体を作成す
る方法29・3°｝，（3）遺伝子組換えによる改変体における分
子間S－S架橋によって2量体を形成する方法3L32｝があ
る．いずれの報告においても，2本鎖RNAを加水分解
する能力が高まり，腫瘍細胞の成長を阻害するように
なっている．ウシ精嚢リボヌクレアーゼと相同性の高い
哺乳類リボヌクレアーゼの場合には，（1）のように，適当
な条件におくことで，2分子間の相互作用で安定な4次
構造を形成し，その立体構造がウシ精嚢リボヌクレァー
ゼと良く類似していることが分かっている30｝．
　3－2．cSBLの2量体化33）
　cSBLの天然型2量体の調製は，種々試みたが成功し
ていない．そこで，dimethyl　suberimidateを用いた
Lys残基間の架橋反応を試みた．
　室温で約1．3倍当量のdimethyl　suberimidateを加
え1時間反応後，過剰のアンモニウムを加えて反応を停
止させた．Mono　Sカラムで，反応物を分離精製し，
SDS－PAGEで確認したところ，約10％が2量体に
なっていた．2量体架橋位置を確認するため，還元カル
ボキシメチル化後，1／400のリシルエンドペプチダーゼ
で消化を行い，ODSカラムによる逆相HPLCで分離し，
1　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　40　　　　　　　　　50　　　　　　　　　60　　　　　　　　　70　　　　　　　　　80　　　　　　　　　90　　　　　　　　　100　　　　　　　　110QNWATFQQKHIINTPIINCNTIHDNNIYIVGGQCKRVNTFIISSATTVKAICTGVINHNVLSTTRFQLNTCTRTSITPRPCPYSSRTETNYICVKCENQYPVHFAGIGRCP
L：二：：二二一〔二：二：竺一」「～「阿「一
LI　　　　　　　　　L2　　　　　　　　　　　　　　1＿3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L5
Fig2．　Amino　acid　sequence　of　cSBL．　L1－L5　indicated　the　peptides　expected　from　the　amino　acid　specificity　of
　　　lysylendopeptidase．“→”indicated　the　amino　acid　sequence　determined　by　Edman　degradation．　The　vertical
　　　arrow　indicated　Lys49．
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Fig．3．　Hydrolysis　of　single　and　double　stranded　RNAs．（a）Hydrolysis　of　yeast　RNA．（b）Hydrolysis　of　poly　A・poly
　　　U．　RNase　activity：cSBL，●；cSBL－dimer，○；bovine　seminal　RNase，◆．　The　enzymatic　activities　were
　　　measured　at　pH　7．2　and　NaCl　at　indicated　concentration．　The　enzyme　concentration　was　O．6μg／ml、
ABI　491cLCプロテインシーケンサーでペプチド配列を
確認した．同様の処理をした天然型cSBLからのペプチ
ドと比較を行ったところ，cSBL2量体では，　Fig．2に示
すcSBLの一次構造上，ペプチドL3とL4が消失して
いることが明らかとなった．これは，Lys49が架橋され
たことによりリシルエンドペプチダーゼ消化を受けな
かったことを示し，本架橋反応はLys49同士の分子間
架橋であると結論づけた．この架橋位置は，同じ架橋反
応を行ったときのウシ膵臓RNase　AなどでのLys　31
（RNase　A番号）3°｝とは異なっている．　cSBLにはこの付
近にLys残基が存在していない．
　3－3．cSBL2量体の酵素化学的性質33）
　cSBL2量体の酵母RNA（1本鎖RNA）に対する活性
は，天然型の約1／10に低下していた．そこで，2本鎖
RNA分解活性を調べるため，　poly　A・poly　Uの加水分
解活性をイオン強度を変えて測定した．ピリミジン塩基
特異的なRNase　A　family酵素では，2本鎖中のpoly　U
のみを加水分解するため，その反応は，260nmの吸光
度変化で追跡できる．その結果をFig．3に示す．2量体
の2本鎖RNA分解活性は，天然型に比し5倍程度上昇
していた．しかしながら同時に示したウシ精嚢リボヌク
レアーゼに較べると，イオン強度の影響が大きく，0．1
M以上のNaCl存在下ではほとんど2本鎖RNAを分解
しなかった．すなわち，cSBLは単量体でも2量体でも
生理的イオン強度の条件下では2本鎖RNAをほとんど
加水分解しない．
　3－4．cSBL2量体の細胞成長阻害33｝
　マウス白血病P388細胞を用いて，2量体化cSBLに
よる細胞成長阻害を調べた．常法に従って，P388細胞
を培養して，2×105cells／mlに濃度を調節した細胞を，
200μ1ずっ96穴プレートに分注し，濃度を段階的に変
⌒?????????↑。??????100
50
0
0．4 t2　　　　4
　cSBL（μM）
Fig．4．　Inhibition　of　P388　cell　proliferation　by　cSBL
　　　（●）and　cSBL－dimer（○）at　the　concentration
　　　indicated，　measured　at　48h　incubation．　Cell
　　　proliferation　without　adding　cSBL　was　nor－
　　　malized　to　no　inhibition．
えたcSBLを10μ1ずっ加えて，37℃，48　hインキュ
ベート後，細胞数の増加を計数した．コントロールを
100％として，増加の阻害の割合を濃度に対してプロッ
トした．この結果をFig．4に示す．この結果，2量体化
cSBLの細胞成長阻害は，天然型cSBLと同程度であっ
た．cSBL2量体は，架橋位置が，活性中心の裏側にある
Lys49であるため，2分子間の活性中心が遠く，ウシ精
嚢リボヌクレアーゼとは異なった架橋様式であることか
ら，期待するほどの効果は得られなかったが，酵母
RNA分解活性が低下しているにもかかわらず，細胞成
長阻害活性を維持していることから，cSBLの細胞内取
り込み，細胞内での反応機構解明に向けての有益な情報
を得たと考えている．
4．cSBLのカルボジイミド修飾34）
　仁田等は，cSBLをカルボジイミド修飾すると，抗腫
瘍細胞作用が増強することを報告している21）．そこで，
その詳細について検討した．
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　4－1．カルボジイミド修飾の方法
　酵素表面に存在するカルボキシル基は，大過剰のヌク
レオフィル存在下に水溶性カルボジイミドと反応させる
と，通常，定量的にヌクレオフィルのアミノ基との間に
脱水縮合が起こることが知られている．cSBLは2つの
Gluと1つのAsp残基を有している．仁田等の報告に
よれば21｝，これらの内少なくとも一っのカルボキシル基
側鎖は，シアル酸との結合を阻害する働きをしていると
考えられる．そこで，ヌクレオフィル結合後の表面官能
基を変えるために，ヌクレオフィルとして，タウリン，
グリシンメチルエステルおよびエチレンジアミンを用
い，1・ethyL　3（3－dimethyl－aminoethyl）・carbodiimide
（EDC）と反応させた．反応は室温，　pH　5．0で，0．25　mg／
mlのcSBLに0．6　Mヌクレオフィルと40　mM　EDCを
加えて30分間反応後，大過剰の酢酸バッファーを加え
て反応を停止させた．
　4－2．カルボジイミド修飾cSBLの酵素活性34）
　酵母RNA分解活性は，天然型cSBLに比して，タウ
リン，グリシンメチルエステル，エチレンジアミン導入
酵素では，それぞれ87，71，36％に低下していた．poly
A・poly　Uを用いて，2本鎖RNA活性を測定したとこ
ろ，Fig．5に示すように，2量体化cSBLと同様，イオン
強度の影響は強く受けるものの，2本鎖RNA分解活性
の上昇が認められた．この現象については，予想外のこ
とであり，今後さらに検討していく必要がある．
　4－3．カルボジイミド修飾cSBLの細胞成長阻害34｝
　3－4と同様に，P388　cellによる細胞成長阻害を測定
した．その結果をFig．6に示す．カルボキシル基の代わ
りにアミノ基が結合しているエチレンジアミン導入
（o???、??）??????????????
200
150
100
50
0
0 50　　　　　　100　　　　　　150
　NaCl　concentration（mM）
Fig．5．　Hydrolysis　of　poly　A・poly　U　by　native　and
　　　modined　cSBLs．　cSBL，●；cSBL　modi丘ed　by
　　　EDC　with　taurine（◆），　glycine　methyl　ester
　　　（■），or　ethylene　diamine（▲）．　The　enzymatic
　　　activities　were　measured　at　pH　7．2　and　NaCl
　　　at　indicated　concentration．　The　enzyme
　　　concentration　was　O．5μg／mL
　　　言100
　　　：　　　§
　　　奎
　　　§　50
　　　§
　　　三
　　　日
　　　豊　　　三　　〇
　　　　　　　〇．1　　　　0．3　　　　　1．0　　　　3．O
　　　　　　　　　　　　　cSBL（μM）
Fig．6．　Inhibition　of　P388　cell　proliferation　by　native
　　　and　modi丘ed　cSBLs　at　the　concentration
　　　indicated，　measured　at　48h　incubation．　Cell
　　　proliferation　without　adding　cSBL　was　nor－
　　　malized　to　no　inhibition．　The　symbols　are
　　　same　as　in　Fig．5．
cSBLの成長阻害力が一番高く，同じ負荷電であるタウ
リンが天然型と最も近い値を示した．本結果からは，シ
アル酸結合能にとっては＋荷電の増加が有利であること
が推測されるが，＋荷電の導入位置など，さらに検討が
必要である．
5．まとめと，これからの検討課題
　ウシ膵臓のRNase　Aに代表されるリボヌクレアーゼ
の中で，最下等動物のカエル由来酵素（cSBL）が，抗腫
瘍作用を有することに着目して，作用機構の解明および
作用増強を試みている．cSBLの2量体化は成功した
が，細胞成長阻害作用には変化がなかった．酵素活性の
低下から考えると，cSBLの細胞に対する作用機序解明
に有用な情報となると考えている．また，カルボジイミ
ド修飾をして，側鎖のカルボキシル基の一荷電を中性あ
るいは＋荷電に変えることによって，細胞成長阻害作用
が増強した．cSBLにはカルボキシル基を側鎖に含むア
ミノ酸残基は3つであり，現在これらアミノ酸残基の改
変に着手している．cSBLの遺伝子組換え体の作成は，
Huang等が既に報告している35｝ため，今後，それぞれに
着目する部位の改変体を用いての発表が続くと考えられ
る．一方，臨床試験に進んでいるonconaseは，類似酵
素ではあるが，その細胞に対する作用機構はやや異なる
ようで，それぞれに独自の研究が進むと考えられる．
　カエルのリボヌクレアーゼがこの様に抗腫瘍作用とい
うことで着目されているため，次の新規酵素探索の目標
は近縁動物，特に進化的に両生類の直前に位置する魚類
になり，私共を含め複数の研究機関が既に魚類からの同
種酵素の探索を開始している．魚類に限らずより下等な
原索動物などの新口動物さらには旧口動物類から同種酵
素を見出すことができれば，分子進化という観点，酵素
活性の特異性，特殊な生理活性という面で有望な新規酵
素となることが期待できるため，ぜひ早期に探索に成功
したい．
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